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变种 7404 晶体 致 病 中 的 作用 
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经 Sephadex G-200 柱 层 析 ,得 到 四 个 慢 白 峰 的 层 析 图 。 经 生物 测定 , 以 第 二 个 蛋白 峰 的 毒性 最 高 ,并 在 请 
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苏 将 金 杆菌 对 大 部 分 鳞 起 目 幼 虫 有 较 高 毒 效 它 们 的 致 病 性 已 被 广泛 研究 。 并 指出 蛋 
白 晶体 是 一 个 毒 原 , 它 必须 在 敏感 寄主 的 肠 道中 被 活化 而 释放 出 有 毒 部 分 。Angus《1956， 
1967), Faust “ (1967) 以 家 午 为 材料 ，Lecadet $ (1964, 1966a, 1966b, 1967a, 1967b), 
Pendleton (1968), Cooksey (1968) 以 菜 青 虫 为 材料 对 肠 道 蛋 白 酶 和 晶体 的 致 病人 性 进行 了 
研究 。 粘 虫 是 我 国 主 要 粮食 害虫 之 一 , 苏 芸 金 杜 菌 对 它 毒 效 不 高 。 多 年 来 ,人 们 希望 第 选 
出 对 烙 虫 毒 力 较 高 的 菌株 。1977 年 我 组 第 选 出 “7404”, SHE RAN BH HD- 近似 ,并 
证 明 它 的 毒 效 主 要 是 蜡 体 毒素 的 作用 (中 国 科 学 院 动 物 研究 所 苏 芸 金 杆 菌 组 ，1978)。 因 
而 ,进一步 了 解 “7404” 旱 体 对 粘 虫 的 致 病 作 用 有 其 重要 意义 。 本 文 首次 报道 了 粘 虫 肠 道 
蛋白 酶 的 初步 提纯 和 它 对 “7404” 晶体 的 水 解 产 物 ,肯定 了 肠 道 蛋白 酶 在 晶体 致 病 中 的 作 
用 。 初 步 提纯 了 晶体 的 毒 蛋白 ,希望 能 为 今后 筛选 对 类 虫 毒 力 更 高 的 菌株 提供 依据 。 


材料 与 方法 


BH Bacillus thuringiensis var. kecnyae“7404”， 血 清 型 HL,_4。( 中 国 科学 院 动物 研 
3° At, 1975) 

#itBR Fo Leucania separata Walker， 以 玉米 时 在 30° FHR, 

纯 晶体 制备 ”根据 Pendleton (1966) MERS (1980) 的 方法 提取 纯 昆 体 , 纯度 达 
99% Who 

粘 虫 肠 道 液 的 收集 ” 取 5 龄 、6 零 粘 虫 , 轻 压 腹部 , 纺 忠 即 口 吐 绿色 肠 道 液 ,收集 在 冷 
并 容器 中 ,在 0%C 下 保 在 备用 。 

肠 道 蛋白 醇 的 提取 ”参考 Ahmad 等 (1976) 的 方法 。 


ARF 1980 年 1 月 24 日 收 到 。 
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粘 虫 肠 道 被 《PH 9.26) 10 毫升 
| 15000 转 / 分 ,离心 20 分 名 
HR LINK, FENE 
30% BE 22 小 时 
加 入 三 倍 体积 冷 两 者 
4000 转 / 分 ,离心 20 54h 
RR LAMEFA 
| AREF SEA pH 8.0 的 0.05 M Tris 缓冲 液 
ERERE SHULER) 


Sephadex G-75 FEB STE SUM (12x3 厘米 ), 床 高 38 BLK 


oe ote ERN, 每 管 收 集 3 毫升 以 PH 8.0, 0.05M Tris IRE RF 


测 酶 活力 ,并 分 装 , OC ps 


分 别 测定 每 管 收集 物 的 蛋白 含量 和 酶 活力 。 有 酶 活力 部 分 汇集 一 起 , 浓缩 即 为 部 分 
提纯 酶 ,在 0%C 下 保存 备用 。 

蛋白 质 含量 的 测定 根据 Lowry et al (1951) 的 方法 ,以 酪 蛋白 为 标准 蛋白 。 

标准 蛋白 曲线 的 测定 ”精确 配 成 0 一 100 微克 /毫升 的 不 同 浓度 的 酷 氮 酸 溶 溢 ， 取 不 
同 浓度 的 酷 氨 酸 溶液 1 毫升 , 加 入 2 毫升 在 37%C 下 预 热 5 分 钟 的 0.5% BEA, 在 37% 
KÆRA 15 分 钟 ,加 3 毫升 20% 的 三 氯 乙 酸 中 止 反 应 ,以 4000 转 /分 离心 弃 识 淀 ， 取 
上 清流 1 毫升 ,加 0.55M 碳酸 钠 溶 液 5 BHA, Folin 试剂 1 毫升 并 摇 匀 。 在 37%c 水 浴 中 
显 色 15 分 钟 ,然后 在 721 型 分 光 光 度 计 以 680 毫 微 米 波长 比 色 测 光 密 度 O.D. 

蛋白 栈 活 性 的 测定 ”以 适当 稀释 的 待 测 和 蛋白酶 该 代替 栈 秘 酸 ， 按 上 述 步 又 测定 并 计 
算 酶 活力 。 

05% 酪 看 白 溶液 的 配制 ”准确 称 取 预先 烘 干 的 酷 蛋 白 2.5 克 , 加 0.5 N NaOH 溶液 
4 BAH, BM pH 7.5 的 0.02 M 的 磷酸 缓冲 液 160 毫升 ， 在 沸腾 的 水 浴 上 搅拌 15 
分 钟 ,然后 冷却 ,加 人 磷酸 缓冲 液 至 500 毫升 即 可 备用 。 

聚 丙 焰 酰胺 凝 胶 电 泳 ”根据 荞 克 强 等 (1975) 的 方法 ,在 10%C 以 下 进行 。 

BEAM BH Cooksey (1968) 的 方法 。 取 纯 晶 体 45 毫克 ,加 pH9.7 的 0.05 M 
的 碳酸 钠 -碳酸 所 钠 缓冲 液 5.5 毫升 ,超声 波 处 理 6 分 钟 使 其 悬浮 均匀 。 加 粘 虫 粗 提 酶 25 
微 升 , B30; FAR, 1 小 时 后 再 加 粗 提 酶 10 微 升 , 2 小 时 后 再 加 10 微 升 , 共 温 培 6 小 
时 ,经 Sephadex G-200 柱 层 析 ( 柱 高 70 厘米 ,直径 2.5 BOK, 床 高 65 厘米 )。 上 柱 样品 5 
毫升 , 流速 13.5 毫升 /小 时 , 收集 116 管 , 洗 脱 体积 400 SH, 每 管 收 集 3 毫升 ,用 UV- 
210A 型 紫外 分 光 光 度 计 (日 本 产品 ) 测 光 密 度 ,波长 280 SRK. BRR A Ap 
个 蛋白 峰 的 组 分 ,分 别 装 入 透析 袋 , 用 固体 芒 糖 包 埋 浓缩, 对 蒸 饮水 在 4%C 下 透析 24 小 时 
后 ,在 真空 冷冻 并 用 PO, 干燥 , 供 生 物 测定 和 电泳 鉴定 。 另 外 将 Sephadex G-200 柱 下 经 
生物 测定 毒 效 高 的 第 二 部 分 混合 在 一 起 ， 对 pH 7.5、0.02 M 的 磷酸 缓冲 液 4*c 下 透析 

24 小 时 ,中 间 换 一 次 缓冲 液 。 然 后 用 DEAE- 纤 维 素 柱 层 析 ( 柱 高 33 厘米 ,直径 1.4 厘米 ， 

床 高 24 厘 米 )。 装 柱 后 用 磷酸 缓冲 被 淋 洗 未 吸附 的 蛋白 ,收集 15 管 , 然 后 改 用 马 氏 瓶装 置 
以 NaCl 梯度 洗 脱 。 上 瓶 为 130 毫升 0.02 M pH 7.5 的 磷酸 缓冲 液 ,内 含 1 M 的 NaCl, 下 
HLA 130 毫升 0.02 M pH 7.5 的 磷酸 缓冲 液 。 用 磁力 搅拌 ,充分 混合 均匀 。 收 集 物 经 紫外 
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分 光 光 度 计 测 光 密度 , 将 同一 蛋白 峰 的 收集 物 合并 , 以 后 的 处 理 与 Sephadex G-200 柱 层 
析 后 的 处 理 相同 ,并 进行 生物 测定 和 电泳 鉴定 。 

生物 测定 将 Sephadex G-200 柱 层 析 后 不 同 蛋 白峰 分 别 冷冻 干燥 的 组 分 ， 以 含有 
0.1% Triton X-100, pH9.7 的 碳酸 钠 - 碳 酸 所 钠 缓 冲 液 按 重量 /体积 比例 稀释 至 同一 浓 
度 , 涂 在 玉米 叶片 表面 , 饲 喂 生 长 整齐 的 3 龄 未 或 4 龄 初 的 粘 虫 , 观 察 毒 效 , 24 小 时 后 , 换 
新 鲜 叶 片 供 食 。 


结 FR 


一 、 肠 道 蛋白 酶 的 提取 及 电泳 


粘 虫 肠 道 液 经 Sephadex G-75 柱 层 析 后 ,测定 蛋白 含量 和 和 蛋白酶 活性 ,结果 ( 见 图 1) 
有 两 个 酶 峰 , 峰 I 组 分 呈 桔 黄色, 泥 染 ; 峰 工 组 分 淡 黄色 清流。 酶 峰 I 与 第 一 个 蛋白 峰 重 
A. 酶 峰 开 恰 好 与 大 的 蛋白 峰 前 的 小 峰 重 合 。 但 大 蛋白 蜂 的 酶 活力 却 很 低 。 两 个 酶 峰 组 
分 的 活力 都 是 粗 提 酶 活力 的 5 倍 。 粗 提 酶 的 比 活 是 70， 酶 峰 I ,II 的 比 活 分 别 为 380 和 
370。 两 个 酶 峰 组 分 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 区 带 完 全 不 同 ( 见 图 2), 酶 峰 1 泳 动 快 , 区 带 
集中 , 共 5 条 ; 酶 峰 开 的 区 带 分 散 ,4 条 。 
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1 粘 虫 肠 道 蛋白 酶 的 Sephadex G-75 图 2 HkvBEoRNRAAMRAR 
柱 层 析 胶 电 泳 图 谱 , 5% BEBE. 

和 一 一 和 蛋白 浓度 一 一 0 蛋白酶 活力 LU 为 酶 活力 峰 a、 粗 提 酶 b, 酶 峰 1 c、 酶 峰 I 


二 、 守 蛋白 的 提取 及 电泳 

纯 晶 体 以 粗 提 酶 在 30°C 下 温 培 消化 6 小 时 后 ,经 Sephadex G-200 EER OLE 3), 
有 4 个 蛋白 蜂 , 它 们 分 别 经 浓缩 、 透 析 \ 冷 并 干燥 及 生物 测定 , 以 B 峰 毒 性 最 高 ， 电泳 图 谱 
见 图 4, a, 为 清晰 的 5 条 看 白带 ， 其 中 有 3 条 较 宽 染 色 较 深 。 选 择 过 的 加 酶 量 在 单独 电 
泳 时 不 出 现 蛋 白带 ,从 而 保证 了 水 解 的 晶体 蛋白 在 电泳 中 不 受 干扰 。 
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图 3 “7404” 晶体 被 粘 虫 肠 道 蛋白 酶 水 解 后 的 Sephadex G-200 柱 层 析 图 。A、B、C、D HEE 
Sephadex G-200 柱 层 析 下 的 B 峰 有 毒 蛋白 又 经 DEAE- REEN (AS) RA 
高 峰 经 生物 测定 有 毒性 。 它 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 图 谱 为 3 条 浅 色 区 带 ( 见 图 4, b)。 
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图 4 a. Sephadex G-200 柱 下 第 二 蛋白 峰 图 5 Sephadex G-200 柱 下 第 二 蛋白 峰 
Wik. 7.5% BB 的 DEAE- 纤维 素 柱 层 析 图 
b。DEAE- 纤 维 素 往 下 蛋白 高 峰 一 蛋白 浓度 —--NaCl 浓度 ，0.--0.7M 


电泳 图 ， SRR 
三 、 部 分 提纯 肠 道 蛋白 酶 的 活性 测定 
以 两 个 酶 妖 组 分 的 浓缩 液 水 解 “7404” 纯 遇 休 ,并 以 粗 提 酶 液 和 缓冲 液 作对 照 。30%C: 
温 培 6 小 时 后 ,以 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 验证 ,表明 两 个 酶 峰 的 酶 液 均 能 水 解 “7404” 晶体 ， 
区 带 较 粗 提 酶 的 染色 略 浅 , 而 以 缓冲 液 为 对 照 的 则 在 电泳 时 无 蛋白 带 。 另外 以 肠 道 液 和 
粗 提 酶 液 水 解 “7404 ”的 芽孢 ,电泳 检验 均 无 色 带 。 


四 、 生 物 测定 


冷冻 干燥 的 组 分 以 含有 0.1% Triton X-100, pH 9.7 的 0.02 M 碳酸 钠 - 碳 酸 氮 钠 缓 
冲 液 稀释 至 同一 浓度 ,以 3 龄 未 或 4 龄 初期 的 粘 虫 生物 测定 ,结果 见 表 1, 2。 
24 小 时 的 死亡 可 以 认为 是 晶体 毒素 引起 的 者 血 症 致死 ，72 小 时 的 死亡 率 则 有 A o 
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%1 Sephadex G-20 枉 下 四 个 蛋白 峰 组 分 的 生物 测定 结果 
死 亡 率 % 
Ea tf 第 一 次 第 二 次 
A oo 
B o || 100 


3 10 11 68 








D 3 3 20 78 


Xt FB 0 0 0 5 





#2 DEAE- 纤 维 素 柱 下 蛋白 高 峰 生 物 测定 结果 
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对 R 20 0 E 0.0934 

2 
第 二 次 30 2 10 一 
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Bint. imme E A E 5 em ERIT BE o 
试验 组 试 虫 拒食 现象 十 分 有 明显， 生长 缓慢 ，96 小 时 平均 体重 仅 有 对 照 组 的 1/3。 对 
ARIA BAK IER 


讨 论 


昆虫 肠 道 的 pH 值 ,一般 中 肠 均 较 前 肠 和 后 肠 为 高 。 粘 虫 反 吐 肠 液 的 pH 为 9.26, th 
实际 上 中 肠 的 pH 值 低 , 因 反 吐 肠 液 中 带 有 pH 较 低 的 前 肠 被 。 

肠 液 经 Sephadex G-75 柱 层 析 后 有 两 个 酶 峰 (图 1)。 Ahmad 等 (1976) 分 离 了 斜纹 
Wik Spodoptera litura 的 肠 液 , 亦 有 两 个 酶 峰 , 他们 认为 酶 活力 主要 在 第 二 个 酶 峰 , 并 在 
RARMRAR BAPE AW 3 条 蛋白 区 带 。 粘 虫 肠 道 液 的 两 个 酶 峰 都 有 酶 活力 , 并 且 
都 能 水 解 晶体 。 从 它们 的 电泳 图 谱 看 , 酶 峰 工 有 5 条 区 带 , BIRLA 4 条 区 带 , 因而 这 两 
个 初步 提纯 的 蛋白 酶 还 不 是 均一 和 的。Lecadet 等 《1966a，1966b) 肯定 菜 青 虫 至 少 有 两 种 
肠 道 蛋白 酶 , 并 认为 它们 的 性 质 类 似 胰 蛋白 酶 和 胰 凝 乳 和 蛋白酶 。 粘 虫 肠 道 蛋 白 酶 的 性 质 
尚 待 进一步 研究 。 

本 文 肯定 了 粘 虫 肠 道 蛋 白 酶 对 晶体 的 水 解 作 用 。 晶 体 以 蒸馏 水 或 pH 9.5 的 碳酸 钠 - 
BRAN REA AERAR, 温 说 后 , 电泳 时 未 显 出 任何 蛋白 带 。 这 也 说 明了 粘 
虫 肠 道 蛋白 酶 是 “7404 ”晶体 从 毒 原 降 解释 放出 有 毒 蛋白 的 主要 因素 之 一 。 


242 昆 虫 学 报 24 卷 


an fk Sephadex G-200 柱 层 析 后 的 毒性 最 高 部 分 ERAR KORA 
稳定 的 5 条 区 带 ( 图 4), 有 时 也 出 现 6 条 区 带 ， 这 与 Cooksey (1971) 以 荣 青 虫 肠 液 水 解 
Bacillus thuringiensis var. thuringiensis 昂 体 的 电泳 区 带 相似 。 当 Sephadex G-200 4} F Ta 
体 的 有 毒性 水 解 产物 进一步 经 DEAE- 纤 维 素 柱 层 析 后 ， 电 沪 时 只 出 现 3 条 区 带 ， 这 与 
Cooksey (1968) 以 0.04 N NaOH 溶解 芽孢 -晶体 混合 物 , 经 两 次 Sephadex G-200 柱 层 析 
后 得 到 的 晶体 蛋白 的 电泳 结果 相似 。 

晶体 经 粘 虫 肠 被 在 30°C 下 培育 6 小 时 后 ， 在 相差 显微镜 下 观察 到 许多 极 小 的 碎片 ， 
晶体 形状 略 有 改变 ， 有 些 息 角 变 钝 、 着 色 较 小。 柱 层 析 后 的 第 一 个 蛋白 峰 的 组 分 外 观 混 
浊 , 相 差 显 微 镜 下 观察 有 完整 的 晶体 和 较 大 的 碎片 , 生物 测定 却 有 一 定 堆 力 ， 可 能 是 粘 虫 
取 食 后 经 肠 道 蛋白 酶 继续 水 解 之 故 。 

鉴于 苏 芸 金 杆 菌 是 经 消化 道 致 病 的 病原 ,因而 ,进一步 了 解 昆 虫 肠 道 蛋 白 酶 的 性 质 和 
它 与 苏 芸 金 杆菌 不 同 品系 晶体 的 关系 ,会 有 助 于 筛选 对 害虫 高 毒 效 的 菌株 。 
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THE ROLE OF THE INTESTINAL PROTEASES OF ARMY WORM 
LEUCANIA SEPARATA WALKER IN THE PATHOGENICITY OF THE 
CRYSTALS OF BACILLUS THURINGIENSIS VAR. KENYAE “‘7404’’ 


Sua CHA-YUN Bar CHEN WEN JIE 
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Regurgitated gut juice from the larvae of army worm Leucania separata Walker 
was extracted by acetone and chromatographed through a column of Sephadex G-75. 
Two eluted protease peaks were obtained and they have different dise electrophoretic 
patterns, but both of them showed the proteases activity in hydrolyzing the crystals 
of Bacillus thuringiensis var. kenyae ‘‘7404’’. 

Pure crystals were hydrolyzed by the gut juice at 30°C, and four hydrolysate 
fractions were obtained by chromatography with Sephadex G-200. By bioassay per 
os with the army worm larvae, the second hydrolysate fraction showed higher toxicity 
than others, and on dise electrophoresis there appeared five clear and well separated 
bands. 


